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Zusammenfassung   
 




Die erfolgreiche Anwendung einer Schwerionenbestrahlung in der Tumortherapie wurde in 
den letzten Jahren in klinischen Studien gezeigt (Schulz-Ertner et al. 2004, Tsujii et al. 2007). 
Die verwendeten Kohlenstoffionen zeigen im Tumorbereich, neben der Dosiskonformität, ein 
reduziertes Überleben der Zellen im Vergleich zu Photonen und somit eine erhöhte biologi-
sche Wirksamkeit. Das reduzierte Zellüberleben (Weyrather et al. 1999) und die verminderte 
Reparierbarkeit der DNA-Doppelstrangbrüche (Heilmann et al. 1996) im Tumorbereich füh-
ren zu der Schlussfolgerung, dass der Erfolg der Schwerionen-Therapie auf Unterschieden in 
der Qualität und Reparierbarkeit der induzierten DNA-Läsionen beruht.  
In diesem Zusammenhang wurde in der vorliegenen Arbeit die Induktion und Reparatur von 
DNA-Doppelstrangbrüchen in Zellen in einem experimentellen Aufbau durchgeführt, welcher 
die Bestrahlung eines Patienten mit Kohlenstoffionen simulierte. Die Detektion der DNA-
Doppelstangbrüche in einzelnen Zellkernen erfolgte mittels immunzytochemischer Markie-
rung der phosphorylierten Form des Histons H2AX (γH2AX) und für die Quantifizierung 
wurde eine Software-basierte, semi-automatische Anwendung etabliert. Im Bereich des ge-
sunden Gewebes wurde eine gute Reparierbarkeit der DNA-Läsionen festgestellt, die mit Er-
gebnissen für Photonenstrahlen vergleichbar und für die Einschätzung der Späteffekte der 
Tumortherapie mit Kohlenstoffionen von Bedeutung ist. Im Tumorbereich wurde im Mittel 
nur ein zusätzlicher persistierender γH2AX-Focus festgestellt - bei einer Wirksamkeit, die im 
deutlich reduzierten Zellüberleben resultierte und somit auf einzelne, komplexe, nicht repa-
rable DNA-Schäden zurückgeführt werden kann. 
Der Umgang der Zelle mit sehr komplexen, kumulierten DNA-Läsionen wurde analysiert. 
Um diese DNA-Läsionen zu induzieren, wurde die Bestrahlung mit sehr schweren Ionen he-
rangezogen. Dabei zeigte sich, dass mit der Zunahme der lokalen Schadensdichte die Per-
sistenz und räumliche Ausdehnung der H2AX-Phosphorylierung zunimmt und sogar in einer 
globalen Kernphosphorylierung resultiert. Diese Prozesse wurden von Bewegungs- und Um-
lagerungsprozessen des geschädigten Chromatins begleitet, wobei ein Einfluss der lokalen 
Chromatindichte auf die Ausprägung der Phosphorylierung von H2AX festzustellen war. 
Gleichzeitig konnte gezeigt werden, dass auch das im Zusammenhang mit Zellsignalling ste-
hende Tumorsuppressorprotein p53 an einzelnen DNA-Doppelstrangbrüchen akkumuliert und 
an den Stellen der Umlagerungsprozesse von geschädigten Chromatinbereichen vorkommt.  
 
   
 

















Einleitung   
 




Die Anwendung der Strahlen für therapeutische Zwecke wurde zuerst im Jahr 1897 von Leo-
pold Freund beschrieben. Seit dieser Zeit haben zahlreiche wissenschaftliche und technische 
Verbesserungen erreicht, dass sich eine moderne Strahlentherapie von der früheren Röntgen-
strahlen-Behandlung stark unterscheidet. Das Ziel jeder Strahlentherapie ist die Deposition 
einer möglichst hohen und wirksamen Dosis im Tumor, wobei gleichzeitig das gesunde Ge-
webe minimal belastet werden soll. Konventionelle Bestrahlungsmethoden mit Photonen sind 
dabei durch ein ungünstiges Tiefendosisprofil Grenzen gesetzt, da die Dosis nach einem Ma-
ximum nahe Oberfläche mit der Tiefe exponentiell abnimmt. Der Vorteil der Kohlenstoffio-
nen für die  Strahlentherapie liegt in der invertierten Tiefendosisverteilung mit einem scharfen 
Dosismaximum am Ende der Reichweite, der geringen Seitenstreuung und der erhöhten bio-
logischen Wirksamkeit im Tumorbereich (Kraft 2000). Seit 1997 werden bei der GSI in ei-
nem Gemeinschaftsprojekt mit verschiedenen Instituten inoperable Tumore, vor allem im 
Hirn- und Schädelbasisbereich, mit beschleunigten Kohlenstoffionen bestrahlt. Sehr gute Er-
gebnisse führten nun zum Bau der ersten klinischen Anlage in Heidelberg, in welcher pro Jahr 
ca. 1000 Patienten mit Ionenstrahlen behandelt werden können. Weitere Anlagen in Pavia und 
Marburg sind im Bau oder geplant.  
Besonders im Hinblick auf die medizinische Anwendung der Ionen, steht die Betrachtung der 
Interaktion von Ionen mit der kritischen Struktur der Zelle, der nukleären DNA, die innerhalb 
einer Zellkernstruktur organisiert ist, im Mittelpunkt unseres Interesses. Die Arbeit konzent-
riert sich auf die Charakterisierung des Umgangs der Zelle mit komplexen, kummulierten 
DNA-Läsionen, die der Durchgang eines Ions durch die kompakte Chromatinstruktur verur-
sacht.  
 
1.1 Physikalische Eigenschaften der Strahlenwirkung  
Die Verteilung der Energiedepositon ist unterschiedlich für Röntgen- und Teichenstrahlung. 
Röntgen- und γ-Strahlen (Photonenstrahlung) induzieren gleichmäßig verteilte Ionisationser-
eignisse, die weit voneinander entfernt sind und werden daher als locker ionisierende Strahlen 
bezeichnet. Ionenstrahlen gehören dagegen zu den dicht ionisierenden Strahlenarten. Durch 
die Wechselwirkung von Strahlung mit Materie kommt es zur Anregung und Ionisation der 
Atome oder Moleküle, was zu Zerstörung chemischer Bindungen und Schadensereignissen in 
bestrahlter Materie führen kann. Die absorbierte Energie einer ionisierender Strahlung pro 
Masseneinheit wird als Dosis (D) definiert und in der Einheit Gray (Gy) angegeben (1 Gy = 1 
Joule/kg). Maßgeblich für molekulare Schäden ist nicht alleine die globale Energiedeposition, 
sondern die Zahl der Ionisationsereignisse in einem Mikrovolumen oder für Teilchenstrahlen 
entlang des Weges, die ein Maß für die zu erwartende biologische Wirkung darstellt. Der li-
neare Energietransfer (LET) beschreibt den mittleren Energieverlust (DE) entlang des Weges 
(DS) eines Teilchens und wird in (keV/µm) angegeben. Für eine makroskopische Teilchenbe-
strahlung ergibt sich die Dosis aus der Flächenbelegung (Fluenz: F = Teilchen pro cm2) und 
dem LET:  
D (Gy) = 1,602 × 10-9 × LET (keV/µm) × F (1/cm2) × 1/Dichte (cm3/g)  
Der LET gibt jedoch nicht die räumliche Verteilung der Energiedeposition um die Teilchen-
spur wieder, die durch Sekundärelektronen gebildet wird. Sie übernehmen den größten Teil 
der deponierten Energie und sind in ihrer Verteilung maßgeblich für die lokale Schadensdich-
te. 
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Abbildung 1. Der lineare Energietransfer (LET) verschiedener Strahlenarten. 
Dringt ein hochenergetisches Teilchen in Materie ein, wird es hauptsächlich durch zahlreiche 
Kollisionen mit atomaren Elektronen des Targets verlangsamt. Bei hoher Anfangsgeschwin-
digkeit ist die Wahrscheinlichkeit für Kollisionen klein und sie nimmt mit abnehmender Teil-
chenenergie zu. Daher verlieren Ionenstrahlen einen großen Teil ihrer anfänglichen kineti-
schen Energie erst in einem relativ schmalen Bereich am Ende ihres Weges und deponieren 
dort eine hohe Dosis im so genannten Bragg-Peak (Bragg and Kleemann, 1905). Andererseits 
ist die Energiedeposition im Eintrittskanal (Plateau) relativ niedrig. Dieses Verhalten erzeugt 
das inverse Dosisprofil und resultiert in einer sehr hohen Dichte der Ionisationsereignisse am 








Abbildung 2. Tiefendosiskurven für Photonen und 
Kohlenstoffionen. 
Vergleich der Tiefendosiskurven für Photonen (18 MeV 
Photonen, 120 keV X-rays und Kobalt-γ-Strahlen) und 
Kohlenstoffionen zweier unterschiedlicher Energien. Koh-
lenstoffionen haben ein invertiertes Dosisprofil mit dem 
Bragg-Maximum am Ende der Teilchenspur. 
Quelle: Kraft 2000 
 
 
Die Position des Bragg-Peaks kann über die Anfangsenergie des einfallenden Ionenstrahls in 
der Tiefe verändert werden, sodass das Dosismaximum der Energiedeposition präzise dem 
Tumor angepasst werden kann. Für die Bestrahlung eines ausgedehnten Zielvolumens müssen 
mehrere Bragg-Peaks mit verschiedenen Anfangsenergien überlagert werden. Dazu wird das 
Tumorvolumen in Schichten gleicher Teilchenreichweite zerlegt und für jede Schicht die ent-
sprechende Energie eingestellt. Die Fläche der einzelnen Schichten wird in Pixel aufgeteilt. 
Diese werden vom Strahl rasterförmig abgetastet und jeweils mit berechneter Teilchenzahl 
bestrahlt, um eine vorberechnete Tumordosis zu erzeugen.  
Da bei der Bestrahlung der tieferen Schichten die davor liegenden Schichten teilweise be-
strahlt werden, muss diese deponierte Dosis ebenso berücksichtigt werden. Das Bestrahlungs-
feld an einem bestimmten Ort des Targets ist daher nicht homogen und enthält Ionen unter-
 Strahlenart  Energie (MeV) LET (keV/µm) 
Röntgenstrahlen 0,2 2,5 Niedriger LET 
locker ionisierend γ-Strahlen 1,25 0,3 
Protonen 2 17 Hoher LET 
dicht ionisierend Kohlenstoff-Ionen 400-10 15-200 
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schiedlicher Energie. Um den gewünschten homogenen Effekt im Zielvolumen zu erreichen, 
muss für diese inhomogene Verteilung die biologische Wirkung punktweise bekannt sein.  
 
 
Abbildung 3. Abdeckung eines Zielvolumens durch Überlagerung mehrerer einzelner Bragg-
Peaks verschiedener Energie. Quelle: M. Scholz, GSI, Darmstadt  
 
1.2 Biologische Eigenschaften der Ionenstrahlen und ihre Anwendung 
in der Tumortherapie 
Neben der hohen physikalischen Selektivität wird für Ionen, die schwerer als Protonen und 
Helium sind, eine erhöhte biologische Wirksamkeit beobachtet. In der Abbildung 4a ist die 
physikalisch deponierte Dosis eines Kohlenstoffstrahls mit der Anfangsenergie von 
270 MeV/u innerhalb eines mit Wasser gefüllten Behälters grün dargestellt. Für diese Dosis-
verteilung würde für Photonen eine Überlebenskurve erwartet, wie sie in Grün in Abbildung 
4b dargestellt ist. Das nach Kohlenstoffbestrahlung gemessene Überleben der Zellen zeigen 
rote Messpunkte mit einem starken Abfall des Überlebens im Bereich des Bragg-Maximums 
an. Die Dosis, die notwendig wäre, um mit Röntgenstrahlen dieses Überleben zu erzielen, 
wird als biologisch effektive Dosis bezeichnet und ist in der Abbildung 4a rot dargestellt. Um 
die Effektivität verschiedener Strahlenarten vergleichen zu können, wurde der Begriff der 
relativen biologischen Wirksamkeit (RBW) eingeführt. RBW ist definiert als das Verhältnis 
der Photonendosis (Dγ) und der Ionendosis (DI), die zur gleichen biologischen Wirkung führt. 
Die berechneten RBW Werte zeigt die Abbildung 4c. Die Abbildung 4d zeigt Überlebenskur-
ven nach locker ionisierender Röntgenbestrahlung und Bestrahlung mit Kohlenstoffionen un-
terschiedlicher Energien und unterschiedlicher LET-Werte, die sich daraus ergeben. Es ist zu 
sehen, dass unterschiedliche Dosen appliziert werden müssen, um für alle Strahlenarten das 
Zellüberleben von z.B. 0,1 zu erreichen. Leichtere Ionen wie Kohlenstoff mit hohen Energien 
induzieren Schäden, die vergleichbar zu Bestrahlung mit locker ionisierender Strahlung sind 
und die RBW liegt bei 1. Dies entspricht der Situation im Eingangskanal. Am Ende der Teil-
chenreichweite im Bragg-Peak-Bereich verursacht der Anstieg der lokalen Ionisationsdichte 
ebenso einen Anstieg der RBW, was durch Akkumulation an Schäden begründbar ist. Im Fall 
von Kohlenstoffionen erreicht die RBW ihr Maximum bei 10-20 MeV/u. Allerdings wird die 
RBW, neben den physikalischen Eigenschaften der Strahlung, durch mehrere Parameter wie 
z.B. die Zellart (Tobias et al. 1984), die betrachteten Endpunkte (Kraft, 1987) oder die Repa-
raturfähigkeit der Zellen (Weyrather et al. 1999) bestimmt.  
      Tumor-Volumen 
(ausgedehnter Bragg-Peak) 
Eindringstiefe (cm) 
         Relative  
         Dosis 
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Die Abhängigkeit zwischen LET und RBW ist für jede Ionenart individuell, wobei die Diffe-
renzen zwischen maximaler und minimaler RBW für leichtere Ionen größer sind. Darüber 
hinaus überlappen für Kohlenstoffionen beide Maxima: RBW und Bragg-Peak. Daraus resul-
tiert, dass das physikalisch günstige Verhältnis von Peak- zu Plateau-Dosis bei Kohlenstoffio-
nen duch die biologische Wirkung noch optimal verstärkt wird. Diese Eigenschaft ist für die 
Tumor-Therapie essentiell, da sich hierdurch bei erhöhter Wirkung im Tumor die minimale 
Belastung des gesunden Gewebes ergibt. In den Anfängen der Tumortherapie mit beschleu-
nigten Ionen, die im Lawrence Berkeley Laboratory 1954 statt fanden, wurden schwerere Io-
nen wie Neon und Argon verwendet. Die absolute Wirkung im Tumorbereich wurde maxi-
miert und resultierte in guter Tumorkontrollrate, die Spätschäden im Normalgewebe waren 





Abbildung 4. Dosisverteilung, Zellüberleben und Relative Biologische Wirksamkeit (RBW). 
Tiefendosisverteilung und Zellüberleben als Funktion der Eindringtiefe eines Kohlenstoffstrahls in 
Wasser. Hier werden gezeigt: a) die nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen (270 MeV/u, 2 × 107 Teil-
chen/cm2) deponierte physikalische Dosis (a, grün) und b) das bei gleicher Dosis Röntgenstrahlung 
auf Grund von Berechnung erwartete Überleben (grün) und das nach Kohlenstoffbestrahlung experi-
mentell bestimmte Überleben der Zellen (b, rote Punkte). Die biologisch effektive Dosis (a, rot) ent-
spricht der notwendigen Röntgendosis, um das gemessene Überleben zu erhalten. c) Die relative bio-
logische Wirksamkeit (RBW) resultiert aus dem Quotienten der Ionendosis und der Röntgendosis mit 
dem gleichen biologischen Effekt. Quelle: Kraft  1999 
d) Überlebenskurven für CHO-Zellen nach Bestrahlung mit Kohlenstoffionen unterschiedlicher Ener-
gie, sowie Röntgenstrahlen. Die RBW steigt mit sinkenden LET und nimmt nach einem Maximum um 
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1.3 Mikroskopische Struktur der Teilchenspur und die Wechselwir-
kung mit der DNA 
Aus Experimenten mit Viren, Bakterien, Hefen und Säugerzellen wurde eine Korrelation zwi-
schen der Radiosensitivität und dem DNA-Gehalt abgeleitet, wobei mit steigender DNA-
Menge auch die Radiosensitivität anstieg (Altman et al. 1970). Diese Ergebnisse ließen ver-
muten, dass die DNA das kritische Ziel für Strahlenschäden darstellt, was für Säugerzellen in 
weiteren Experimenten bestätigt wurde (Munro 1970). Dabei kann ionisierende Strahlung die 
DNA direkt oder indirekt schädigen. Beim „direkten Effekt“ führt die Bestrahlung zu primä-
ren Schäden am DNA-Molekül. Den „indirekten Effekt“ verursachen während der Bestrah-
lung entstandene hochreaktive Radikale, die über eine Distanz von mehreren Nanometern 
diffundieren können und ihrerseits zu chemischen Veränderungen, und somit zu Schäden am 
DNA-Molekül, führen können. Die wichtigsten Schadensformen nach ionisierender Bestrah-
lung sind Einzelstrangbrüche (ein Strang des DNA-Moleküls ist aufgebrochen), Doppel-
strangbrüche (beide Stränge innerhalb einiger weniger Basenpaare aufgebrochen), Basen-
schäden (irreversible Strukturveränderungen einer Base des DNA-Moleküls), gehäufte Läsio-
nen (mehrere Schäden liegen dicht beieinander) und DNA-Protein- und DNA-DNA-
Vernetzungen. Es wird berechnet, dass nach Bestrahlung mit 1 Gy zwischen 4 000 und 5 000 
DNA-Schäden pro Zelle induziert werden, davon 3 000 Basenschäden, 1 000 Einzelstrang-
brüche, 30 – 40 DNA-Doppelstrangbrüche, 50 DNA-Protein-Verbindungen und 60 komplexe 
Schäden (SSB + Basenschäden) (Jenner et al. 1998; Newman et al. 2000, Jenner et al. 2001). 
Die Röntgen- und Ionen-Strahlen unterscheiden sich in ihrer Interaktion mit der DNA, was 
auf die mikroskopische Verteilung der deponierten Dosis zurückzuführen ist. 
Röntgen- und γ-Strahlen (Photonenstrahlung) gehören aufgrund ihrer Energiedeposition zu 
den locker ionisierenden Strahlenarten. Bei der Interaktion mit Materie wird ein Teil der E-
nergie der Photonen auf Elektronen der Targetatome übertragen. Die energiereichen freien 
Elektronen geben durch weitere Stöße ihre Energie an Hüllenelektronen ab. Diese Prozesse 
sind stochastisch verteilt und führen zur Produktion von gleichmäßig verteilten Sekundär-
elektronen, wobei die primären Ionisationsereignisse weit voneinander entfernt sind. Die lo-
kale Energiedeposition ist im Mittel gering und die deponierte Dosis nimmt mit der Eindring-
tiefe exponentiell ab. Die Ionen erzeugen, durch die Kollisionen mit den Elektronen des Tar-
getmaterials, entlang ihres Weges Sekundärelektronen unterschiedlicher Energie. Dies führt 
zur Entstehung einer Ionenspur. Der maximale Spurdurchmesser hängt von der Energie der 
primären Ionen ab. Je langsamer das Ion, desto kleiner ist der Spurdurchmesser. Die im Zent-
rum der Teilchenspur deponierte Dosis beträgt je nach Ion und Teilchenenergie einige Me-
gaGray und nimmt ungefähr mit dem Quadrat des Abstandes vom Zentrum der Teilchenspur 
bis zu einem maximalen Spurdurchmesser ab. Aufgrund der lokalisierten, hohen Dichte der 
Ionisationsereignisse entlang der Teilchenspur werden Ionenstrahlen den dicht ionisierenden 
Strahlenarten zugeordnet. Hierzu gehören auch niederenergetische leichte Teilchen wie Pro-
tonen und α-Strahlen.  
Eine schematische Darstellung der Interaktion von Röntgen- und Ionenstrahlen mit der Mate-
rie, speziell der DNA innerhalb des Zellkerns, zeigt Abbildung 5. Nach Röntgenbestrahlung 
wird die Dosis homogen über den Zellkern verteilt. Im Gegensatz dazu deponieren nieder-
energetische Ionen (im Bragg-Maximum) fast die gesamte Dosis innerhalb der Ionenspur, 
wobei große Bereiche des Zellkerns ausgespart bleiben. Mit steigender Energie der Ionen 
vermindert sich der LET und der Spurendurchmesser steigt an, was zur Überlappung von 
Spuren bei hohen Teilchenfluenzen führt.  
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Abbildung 5. Darstellung der Wirkung (Dosisdeposition) von dispers verteilten, locker ionisie-
renden Röntgenstrahlen und Ionenspuren im Bereich des Bragg-Peaks mit dem DNA-Molekül 
(im gleichen Maßstab). Quelle: M. Krämer, M. Scholz GSI, Darmstadt 
 
1.4 Biologische Wirkung der Bestrahlung mit hohem LET auf der 
DNA-Doppelstrangbruchebene 
Nach Bestrahlung mit dicht ionisierenden Teilchen ist das Überleben der Zellen deutlich re-
duziert. Ein Maß für die Effektivität der Strahlung gibt der Wirkunsquerschnitt (σ) wieder. 
Diesen erhält man aus der Steigung der Überlebenskurve, die im halblogaritmischen Maßstab 
aufgetragen wird. Setzt man den Wert ins Verhältnis mit der Targetfläche σgeometrisch, die die 
Fläche des Zellkerns wiedergibt, erhält man ein Maß für die Effektivität der Strahlung. Ein 
großer Wirkungsquerschnitt entspricht einer großen Inaktivierungswahrscheinlichkeit. 
Abbildung 5 zeigt Beispiele für die Dichte der Ionisationsereignisse im Vergleich mit der 
DNA. Für die Teilchenbestrahlung steigt die Wahrscheinlichkeit für Läsionen durch primäre 
und sekundäre Ionisationen, sowie die Dichte der Ionisationsereignisse, mit steigender Ord-
nungszahl und mit abnehmender Energie der Teilchen (Kraft et al. 1995).  
Es werden Unterschiede in der biologischen Wirkung der Hoch-LET-Bestrahlung im Ver-
gleich zu Röntgenstrahlung beobachtet (Übersicht: Pouget und Mather 2001, Kraft 1987). Zu 
den klassischen Experimenten gehört die Messung des Zellüberlebens. Hier weist der Über-
gang von schulterförmigen Überlebenskurven zu rein exponentiellen Kurven mit steigenden 
LET-Werten auf eine unterschiedliche Reparaturkapazität und -kinetik nach Hoch-LET-
Bestrahlung hin (Weyrather et al. 1999). Aus Überlebensexperimenten ergeben sich Werte für 
die biologische Wirksamkeit der Strahlen mit einem LET um 100 keV/µm von 3,5-4, aus Mu-
tationsexperimenten zwischen 6-12 und aus Zelltransformationsversuchen liegen diese um 12. 
Für die Induktion von DSBs in humanen Zellen erhält man allerdings sehr niedrigere RBE 
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Werte zwischen 0,5 und 1,6 (zur Übersicht: Prise et al. 1998). Die Gründe für die 
signifikanten Unterschiede zwischen den RBE Werten für DSB Induktion im Vergleich zu 
den genannten zellulären Effekten in humanen Zellen werden im Zusammenhang mit dem 
Einfluß der Chromatinorganisation auf die DSB Verteilung sowie den Limitierungen der klas-
sisch verwendeten Methoden wie Sedimentationsanalyse, Kometassay oder Gelelektrophorese 
diskutiert. Bei den Studien mittels Pulsfeldgelelektorophorese bedingt die Auflösungsfähig-
keit des Assays (0,2 bis 6 Mbp) die Bestrahlung mit hohen Dosen. Daraus ergibt das Problem 
der Analyse von niedriegen Dosen (unter 20 Gy) (zur Übersicht: Prise et al. 1998, Prise et al. 
2001).   
 
1.5 Organisation des Chromatins und Zellkernarchitektur  
Das diploide humane Genom, welches 6 x 10 9 Basenpaare enthält und somit mehr als 2 m 
DNA aufweist, ist in 46 Chromosomen organisiert. In der Metaphase erscheinen Chromoso-
men wenige Mikrometer lang und einen halben Mikrometer dick (Davie 1995). Das Chroma-
tin besteht neben der DNA aus einem etwa gleichen Anteil an Histonen und den Nicht-
Histon-Proteinen. Neuste Studien zeigen, dass der Zellkern nicht, wie ursprünglich ange-
nommen, einfach aufgebaut ist. Mit spezialisierten Domänen und subnukleären Organellen, 
die dynamisch sind und schnell Proteine mit der Nukleoplasma austauschen können, wird das 
Bild immer komplexer (Spector 2001, Dundr und Misteli 2001). Die DNA selbst wird kom-
paktiert, wobei 146 bp um einen Histonoktamer, bestehend aus jeweils zwei Molekülen H2A, 
H2B, H3 und H4, gewunden werden und eine 10 nm Fiber bilden (Olins et al. 1981). Für die 
nächste Faltung wird eine helikale Struktur mit 6 Nukleosomen pro Windung vorgeschlagen, 
die in einer 30 nm Fiber resultiert (Thoma et al. 1979, Woodcock et al. 1984). Höher geordne-
ten Chromatin-Fibern (large scale) wurden als weitere Organisationsstrukturen vorgeschlagen 
- daraus resultiert folgendes Modell; die lineare DNA (Durchmesser 3 nm), aufgewickelt auf 
Histone, ergibt eine 10 nm Fiber. Nach der helikalen Windung entsteht die 25 – 30 nm-Fiber, 
die sich in 60 - 80 nm-Fiber faltet und nach Kompaktierung zu 100 - 130 nm Fiber wird. Die-
se kann dann zu einer 400 nm-Chromatide gefaltet werden (Belmont and Bruce, 1994). 
Für die Anordnung der Chromosomen im Zellkern postulierten Rabl und Boveri Ende des 
19ten Jahrhunderts, dass Chromosomen im Interphase-Zellkern nicht miteinander vermischt 
vorliegen, sondern individuelle Chromosomen-Terrtorien (CTs) besetzen (zur Übersicht: Cre-
mer und Cremer 2006). In den Jahren 1950 bis 1970 vertrat man aufgrund der damaligen Stu-
dien mit Hilfe der Elektronenmikroskopie die Theorie der vermischen Chromosomenfibern 
im Nukleoplasma (Comings 1968, Vogel und Schroeder 1974). Erst durch Bestrahlung klei-
ner Bereiche in Zellkernen mit einem UV-Laser wurde das Vorliegen der Chromosomen in 
den Interphasekernen als individuelle, voneinander getrennte Strukturen gezeigt (Cremer et al 
1982, Cremer et al. 1984). Die Möglichkeit der direkten Visualisierung von Chromosomen 
und ihrer Lokalisation in Territorien war dann mit Hilfe der Fluoreszenz-in situ-
Hybridisierung (FISH) gegeben (Schardin et al. 1985, Manuelidis 1985). Eine weitere Ent-
wicklung der Methoden führte zu Analysen von CTs und definierten chromosomalen Regio-
nen in lebenden Zellen (Zink et al. 1998, Belmont et al. 1989).  
Die neuen Studien zur räumlichen Anordnung von CTs im dreidimensionalen Raum postulie-
ren eine radiale Positionierung von Chromosomen im Zellkern, bei der ein Zusammenhang 
mit der Gendichte bestehen sollte. Mit einer Untersuchung der zwei etwa gleich großen Chro-
mosomen 18 und 19 wurde gezeigt, dass das genreiche Chromosom 19 bevorzugt im Kernin-
neren und das genarme Chromosom 18 peripher positioniert war (Croft et al. 1999). Bestätigt 
wurde dieser Zusammenhang zwischen Gendichte und Kernpositionierung in der Untersu-
chung aller menschlichen Chromosomen (Boyle et al. 2001, Küpper et al. 2007). In anderen 
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Studien wurde die Abhängigkeit der Chromosomenpositionierung von ihrer Größe postuliert: 
große Chromosomen befinden sich bevorzugt in der Peripherie und kleine in der Mitte (Sun et 
al. 2000, Cremer und Cremer 2001). Beide Modelle vereinbart Bolzer et al. 2005. Dabei soll 
die radiale Anordnung von Chromosomen nach ihrer Größe, beziehungsweise Gendichte von 
der Form des Zellkerns abhängig sein. In flachen, ellipsoiden Zellkernen wurde bevorzugt 
eine radiale Positionierung entsprechend der Größe beobachtet, und in sphärischen Zellkernen 
korrelierte dagegen die Kernlokalisation mit der Gendichte von Chromosomen.  
Die spezifischen Interaktionen, die die Position und Struktur beeinflussen, sind noch unklar. 
Der Zellkernmatrix, sowie den nukleoplasmatischen Laminen und der Zellkernlamina, wird 
eine Funktion in der Positionierung von chromosomalen Regionen und CTs zugeordnet (Be-
rezney und Coffey 1976, Goldmann et al. 2002). In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass die 
Kerne der Säuger eine definierte funktionelle Organisation aufweisen, die im engen Zusam-
menhang mit der Banden-Struktur der mitotischer Chromosomen steht (Ferreira et al. 1997, 
Sadoni et al. 1999), dabei sind R-Banden GC-reiche Chromosomenbereiche mit höherer Gen-
dichte und transkriptioneller Aktivität als die GC-armen G-Banden. Die R-Banden beinhalten 
den größten Teil der Housekeeping-Gene (Craig and Bickmore 1994, Saccone et al. 1996). 
Die C-Banden, die heterochromatischen Regionen entsprechen, wurden im Kerninneren und 
der Peripherie gefunden. Diese unterschiedlichen Banden liegen als distinkte und strukturell 
stabile Domänen vor, die als subchromosomale Foci (SF) bezeichnet werden (Zink et al. 
1998, 1999). R- und G-Banden konzentrieren sich an unterschiedlichen Polen der CTs und die 
CTs weisen somit eine polare Struktur auf. Die polaren Territorien der einzelnen Chromoso-
men lagern sich im Zellkern in einer gleichen relativen Orientierung aneinander. Dadurch 
entstehen höhere, interchromosomale Kompartimente im Zellkern (Sadoni 1999). Im Kernin-
neren befindet sich ein Kompartiment, das transkriptionell aktiv ist und während der S-Phase 
vorwiegend früh repliziert wird; es wird als Euchromatin bezeichnet. In der Kernperipherie 
und um die Nukleoli lagern sich vorwiegend G- und C- Banden, die zu den spät replizieren-
den Kompartimenten gehören, die transkriptionell inaktiv sind. Sie werden als perinukleäres 
oder perinukleoläres Heterochromatin bezeichnet (Ferreira et al. 1997, Sadoni et al. 1999). 
Das Eu- und Heterochromatin unterscheidet sich im Grad der Kondensation. Dabei wird 
Euchromatin als eine dekondensierte und Heterochromatin als kondensierte Chromatinstruk-
tur definiert (Dillon and Festenstein 2002, Vermaak 2003). Der Grad der Kondensation soll 
einen Einfluss auf die Zugänglichkeit für Transkriptionsfaktoren ausüben (Horn und Peterson, 
2002). Für humane Zellkerne zeigten Gilbert et al. 2004, dass genreiches Chromatin bevor-
zugt in der weniger kondensierten Form vorliegt. Weitere Studien zeigen, dass ein Zusam-
menspiel aus kovalenten Modifikationen von Histonen und der DNA, sowie die Assoziation 
von Nicht-Histon-Proteinen, einen wesentlichen Einfluss auf strukturelle und funktionelle 
Eigenschaften von Chromatin ausüben. Diese epigenetischen Mechanismen bestimmen somit 
die transkriptionelle Aktivität von DNA-Sequenzen (Arney und Fisher 2004). Dabei kann der 
N-terminus von Histonen postranslational modifiziert werden. Dazu gehören Acetylierung, 
Methylierung, Ubiquitinierung, Sumoylierung oder Phosphorylierung. Mit dem „Histon-
Kode“ wird postuliert, dass die Kombination verchiedener Histonmodifikationen durch spezi-
fische Proteine erkannt wird, dadurch die Eigenschaften von Chromatin beeinflusst und somit 
die Information der DNA erweitert (Jenuwein and Allis 2001). Zu den wichtigen Histonmodi-
fikationen gehören: Die Methylierung von Lysin-Resten des Histons H3, welche in Verbin-
dung mit transkriptioneller Aktivität sowie Repression steht. In transkriptionell aktiven Berei-
chen wird der N-terminus von Histon 3 am Lysin 4 methyliert und gilt als Marker des Euch-
romatins (Briggs et al. 2001). Dagegen wird in transkriptionell inaktiven Bereichen das 
Histon 3 am Lysin 9 methyliert und führt zur Bindung von Heterochromatin-Proteinen (Ban-
nister et al. 2001). Die Hyperacetylierung der Histone H3 und H4 in transkriptionell aktiven 
Euchromatin wird durch transkriptionelle Koaktivatoren wie p300, PCAF mit Histon-
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Acetyltransferase (HAT) Aktivitäten durchgeführt und führt zur transkriptionellen Aktivität 
(Grant et al. 1998). Die Acetylierung wird durch Histondeacetylasen entfernt. Auch die 
Phosphorylierung des Histons H2AX um den DNA-DSB gehört zu diesen Modifikationen.  
 
Abbildung 6. Genomorganisation. 
Anordnung der G-, R- und C-Banden in mitotischen Chromosomen, sowie die nukleäre Lokalisation 
der Chromosomenbanden in postmitotischen Zellkernen. Quelle: Zink et al, 2004 
Zu der beschriebenen Organisation der Chromosomen im Zellkern wurde zuerst das Modell 
entwickelt, welchemnach die Chromosomenterritorien als kompakte Strukturen vorliegen. 
Auf ihrer Oberfläche sollte sich ein dreidimensionales Kanalsystem (Interchromatin-
Kompartiment IC) befinden, das an den Kernporen beginnt und sich zwischen den Oberflä-
chen der Chromosomen-Territorien erstreckt. In diesem System sollten sich Makromoleküle 
(Komplexe für Transkription, Translation usw.) befinden, wobei die Chromosomenterritorien 
inpermeabel für Makromoleküle sein sollten. Daraus ergab sich, dass Translation oder 
Transkription der Gene nur statt finden konnte, wenn diese an der Oberfläche oder Peripherie 
lagen. Allerdings zeigten nachfolgende Studien, dass das Kanalsystem sich nicht nur zwi-
schen sondern auch innerhalb der Chromosomenterritorien ausdehnt und verzweigt. Damit 
sollten Proteinkomplexe auch im Inneren der Chromosomenterritorien vorliegen, die Diffusi-
on großer Komplexe wird aber unterbunden (zur Übersicht: Cremer 2006a, Lanctôt et al. 
2007).  
Des Weiteren wurde im Zuge der verstärkten Anwendung der Fluoreszenz-gekoppelten Anti-
körper das Vorkommen von diversen nukleären Proteinkomplexen, auch nuclear bodies (NBs) 
genannt, innerhalb des Zellkerns beschrieben; wie z. B. Cajal bodies, cleavage bodies oder 
splicing speckles (Abbildung 7) (zur Übersicht: Spector 2001, Dundr und Misteli 2001). Sie 
erfüllen je nach ihrer Zusammensetzung verschiedenste Funktionen. In den letzten Jahren 
rückten immer mehr die sogenannten PML-NBs (Promyelocytic Leukaemia Nuclear Bodies) 
in den Mittelpunkt des Interesses, da sie mit verschiedenen humanen Erkrankungen, wie pro-
myelozytische Leukämie oder AIDS in Verbindung gebracht werden können. PML-NBs sind 
auch unter den Namen PODs (PML oncogenic domains), ND10s (nuclear domains 10) oder 
Kr bodies (Kremer bodies) bekannt. PML-NBs sind makromolekulare, dynamische matrixas-
soziierte Multiproteinkomplexe. Sie charakterisiert eine Größe zwischen 0,3 und 1 µm im 
Durchmesser. Die Anzahl der PML-NBs kann zwischen 5 und 30 liegen, dabei ist sie von der 
Zellsorte und Zellzyklus-Phase abhängig. Es wurden 30 Proteine beschrieben, die transient 
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BLM, NBS, hMre11, Rad51, RPA. Die Rolle von PML-NBs sowie PML Protein wurde im 
Zusammenhang mit Transkription (Aktivierung und Repression), virale Pathogenität, Tumor-
supression, proteasomale Degradation, Seneszenz, Apoptose und DNA-Reparatur. Die Funk-
tion der PML-NBs ist nicht klar und es wurden mehrere Modelle postuliert. Das erste Modell 
stellte PML-NBs als einfaches Depot für nukleoplasmatische Proteine dar, das in die Regula-
tion der Menge dieser Proteine involviert war. Im zweiten Modell fungierten PML-NBs als 
Stelle, an der posttranslationale Modifikationen und Degradation der Proteine stattfinden. Die 
Hypothese wurde durch die beobachtete Acetylierung und Phosphorylierung von p53, sowie 
die Detektion von Proteasomuntereinheiten 19S und 20S in PML-NBs, mit begründet. Im 
dritten Modell wurden PML-NBs als Stellen der spezifischen nukleären Ereignisse wie 
Transkription, Replikation und Reparatur dargestellt, gestützt auf der Detektion von naszenter 
RNA um PML-NBs, der Lokalisation der PML-NBs in Chromationregionen mit hoher 
Transkriptionsrate und beobachteter Veränderung der NBs nach zellulären Stress-Situationen 
(u.a. Bestrahlung), sowie partieller Lokalisation an DNA-Schadensstellen. Im Zusammenhang 
mit DNA-Reparatur wurde nach ionisierender Bestrahlung eine Assoziation eines Anteils der 
PML-NBs mit DNA-Schadensstellen anhand der Kolokalisation mit γH2AX, Mre11 und an-
deren Reparaturproteinen festgehalten. Des Weiteren wurde die BLM-Helikase, die bei dem 
durch genetische Instabilität und Krebsprädisposition charakterisierten Bloom-Syndrom vor-
kommt, induziert und in PML-NBs während der S/G2 Phase und nach Bestrahlung akkumu-
liert (zur Übersicht: Maul et al. 2000, Dellaire und Bazett-Jones 2004, Zimber et al. 2004, 
















Abbildung 7. Darstellung des Zellkerns mit Organellen und internen Stukturen. 
Die Chromosomen sind in Chromosomenterritorien innerhalb der Nukleoplasma organisiert. Im 
Nukleolus wird rRNA synthetisiert, rRNA prozessiert und ribosomale Untereinheiten zusammenge-
setzt.Die Transkription wird von der RNA Polymerase II koordiniert und in OPT-Domänen sind die 
Transkriptionsfaktoren konzentriert. Nuclear speckles enthalten pre-mRNA Splicing-Faktoren. Stuk-
turen wie Cajal- oder PML-nuclear bodies enthalten unterschiedliche Proteine und liegen verteilt im 
Nukleus. Die Zellkernlamina ist ein komplexes, dreidimensionales Netzwerk aus Laminen und Lamina-
assoziierten Proteinen das in eukaryontischen Zellen der inneren Kernmembran anliegt. Quelle: Spec-
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1.6 Reparatur der DNA-Schäden 
Die DNA stellt, als Träger der genetischen Information der Zelle, das kritische Ziel für Strah-
lenschäden dar. Die Erhaltung der genomischen Integrität ist für alle Organismen von großer 
Bedeutung. Kann ein DNA-Schaden von der Zelle nicht oder nur inkorrekt repariert werden, 
so führt dies zu Mutationen, Transformation oder Zelltod, wenn die DNA-Schäden mit nor-
malen zellulären Prozessen wie Transkription und Translation interferieren. Die Zellen haben 
mehrere Reparaturwege entwickelt, um Läsionen in der DNA beheben zu können. Dazu zäh-
len die Homologe Rekombination (HR), Verknüpfung gebrochener DNA-Enden (NHEJ: Non 
Homologous End-Joining), Nukleotid- und Basenexzisionsreparatur und Mismatch repair (zur 
Übersicht: Sancar et al. 2004, Ataian und Krebs 2006). Sowohl nach Röntgen-, als auch Io-
nenstrahlung werden DNA-Läsionen hauptsächlich in Form von Strangbrüchen und Basen-
schäden erzeugt. Unter diesen Läsionen ist der DNA-Doppelstrangbruch (DSB) der schwer-
wiegendste Schaden; seine biologische Bedeutung als lethales Ereignis wurde in Hefezellen 
durch Untersuchung von DSB-reparaturdefizienten Mutanten, die extrem sensitiv gegenüber 
ionisierender Strahlung sind, gezeigt (Frankenberg et al. 1981). Neben DSB erzeugt ionisie-
rende Strahlung vor allem auch Basenschäden und Einzelstrangbrüche, die generell sehr effi-
zient durch Exzisionsreparatur entfernt werden können. Dabei behebt die Nukleotidexzisions-
reparatur die strukturelle Veränderungen der DNA und die Basenexzisionsreparatur korrigiert 
modifizierte oder fehlende Basen (zur Übersicht: Ataian und Krebs 2006, Hoeijmakers 2001).  
DNA-Doppelstrangbrüche werden auf zwei Wegen repariert: die Homologe Rekombination 
und homologe Verknüpfung gebrochener DNA-Enden. 
Non-Homologous End-Joining (NHEJ) erfordert keine oder kurze homologe Regionen als 
Template für die Reparatur. Der Prozess ist nicht notwendigerweise exakt und häufig werden 
Deletionen von einigen Nukleotiden eingeführt. NHEJ wird durch das Ku70/80-Heterodimer 
initiiert, das selektiv an DNA-Enden bindet und einen Komplex mit der katalytischen Unter-
einheit der DNA-Proteinkinase DNA-PKcs bildet. DNA-PKcs ist eine Proteinkinase, die eine 
Reihe von Proteinen, einschließlich Ku-Proteine, XRCC4, p53 und andere DNA-PKcs Kom-
plexe phosphorylieren kann. Die Komplexe Rad50-Mre11-NBS1 und XRCC4-DNA-
Ligase IV-Komplex bilden eine Brücke zwischen den getrennten DNA-Enden. Sowohl 
XRCC4 als auch Rad 50 bestehen aus einer globulären Domäne und mehreren langen helika-
len Domänen, die intra- und intermolekulare Multimere bilden können. Die Ligation wird von 
XRCC4-DNA-Ligase IV-Komplex durchgeführt und kann fehlerbehaftet sein und zum Ver-
lust einiger Nukleotide führen (zur Übersicht: van Gent et al. 2001, Khanna und Jackson 
2001, Ataian und Krebs 2006). 
Homologe Rekombination nutzt zur Reparatur von DSBs ein intaktes homologes DNA-
Molekül als Template und findet in der S- und G2- Phase des Zellzyklus statt, in der ein 
Schwesterchromatid als Template zur Verfügung steht. Im ersten Schritt werden die durch 
DSB getrennten DNA-Enden prozessiert mit Bildung von Überhängen am 3'-Ende. Dabei 
sind Proteine der Rad 52-Gruppe und der Rad50/Mre11/NBS1-Komplex beteiligt. Die Einzel-
stränge werden vom einzelstrangbindenden Protein RPA gebunden. Die Rekrutierung von 
Rad52, Rad54 und dem Rad55/Rad57 Heterodimer vermittelt den Austausch von RPA mit 
Rad51. Es entsteht ein Nukleoproteinfilament. BRCA 2-Protein ist in die Regulierung der 
Aktivität von Rad51 involviert und stimuliert die Bildung des Rad51-ssDNA-Filaments. Die-
ses Filament sucht nach homologer Duplex-DNA. Eine Strangaustausch-Reaktion führt zur 
Bildung eines Verbindungsmoleküls zwischen der beschädigten und unbeschädigten DNA, 
stimuliert durch Rad 54 (Mitglied der Swi2/Snf2-Familie von DNA-abhängigen ATPa-
sen)(zur Übersicht: van Gent et al. 2001, Khanna und Jackson 2001, Ataian und Krebs 2006). 
Einleitung   
 
- 20 - 
Die Folge eines Defekts in der DSB-Reparatur ist die chromosomale Instabilität, die sich in 
einer Umordnung der Chromosomen manifestiert. Im Unterschied zur Mutationsinstabilität, 
die z.B. bei einem Defekt in der MMR oder NER auftritt und normalerweise ein einzelnes 
Gen betrifft, kann die chromosomale Instabilität zu einem Verlust ganzer Chromosomenteile 
führen (van Gent et al. 2001). Humane Syndrome mit defekter Regulation der DSB-Reparatur 
sind Ataxia Telangiectasia (AT, verursacht durch einen Defekt im ATM-Gen) und Nijmegen-
Breakage-Syndrom (verusacht durch einen Defekt im NBS1-Gen). Dabei wird starke Prä-
disposition zu Krebes, Immundefizienz und Hypersensivität gegenüber ionisierender Strah-
lung beobachtet. Dass Defekte in der NHEJ-Reparatur zu einer Sensibilisierung gegen ionisie-
render Strahlung führen, ist seit langem aus Studien mit Hamsterzellen, die defizient in den 
Komponenten Ku70, Ku80 und XRCC4 sind, bekannt (Jeggo, 1988) 
 
1.7 Reorganisation des Chromatins nach Induktion eines DNA-DSBs 
Die Erkennung der DNA-Schäden zusammen mit nachfolgenden Siganaltransduktionswegen 
werden unter dem Begriff DNA-Damage Response (DDR) zusammengefasst. Die Aktivie-
rung dieses Systems induziert Zellzyklus-Arrest, DNA-Reparatur, Induktion von Transkripti-
onsaktivitäten oder Apoptose. Die Grundstruktur der DNA bilden die Nukleosomen, die in 
höher geordneten Chromatinstrukturen verpackt und kompaktiert werden. Um die Erkennung 
oder Markierung der DNA-Schäden innerhalb der Chromatinstruktur zu ermöglichen, müssen 
spezielle Mechanismen innerhalb der Chromatinstuktur existieren, die die Zugänglichkeit der 
DNA gewährleisten. Im Allgemeinen kann die Chromatinstuktur moduliert werden durch 
kovalente Modifikationen der Histone, ATP-abhängiges Chromatinremodelling oder Einbau 
von Histon-Varianten, die spezifische Funktionen übernehmen. Histon-Varianten können die 
Struktur von einzelnen Nukleosomen oder die Fähigkeit Strukturen höherer Ordnung auszu-
bilden, beeinflussen (zur Übersicht: Gontijo et al. 2003, van Attikum und Gasser 2005, Altaf 
et al. 2007). In Zusammenhang mit den DNA-DSBs wurde die H2A-Variante H2AX ge-
bracht. Nach Induktion von DNA-DSB erfolgt innerhalb von wenigen Minuten die Phospho-
rylierung der Histon H2A-Variante H2AX am Carboxy-terminalen SQE-Motiv an Ser139 in 
einer Region von mehreren Hundert bp um den DSB. Diese phosphorylierte Form wird 
γH2AX genannt (Rogakou et al. 1998, 1999). Für Säugetiere wurde die starke Ausdehnung 
dieses Signals um den DNA-DSB abgeleitet von der Beobachtung, dass pro DSB 0,03 %- 
enstpricht 2000 Moleküle- des H2AX im Zellkern phosphoryliert werden, was wiederum in 2 
Mb DNA resultiert (Rogakou et al. 1998). Diese Phosphorylierung ist sehr konserviert, aller-
dings kommt die Variante-H2AX in niederen Eukaryonten nicht vor. Hier übernehmen andere 
H2A-Varianten diese Funktion. In Saccharomyces cerevisiae resultiert die Induktion eines 
DSB in der Phosphorylierung von H2A an Ser 129 im Bereich 60 kb um den Bruch (zur Ü-
bersicht: Redon et al. 2002, Foster and Downs 2005). Diese Phosphorylierung wird in huma-
nen Zellen von Kinasen der PI3-Familie durchgeführt. Dazu gehören ATM, ATR und DNA-
PK (Stiff et al. 2004, Burma et al. 2001, Ward und Chen 2001). DNA-DSB führen, unabhän-
gig von der Art ihrer Induktion, zur Entstehung von γH2AX. So wurde γH2AX nach Bestrah-
lung (Rogakou et al. 1998), MMS (Nazarov et al. 2003), Bleomycin- (Tomilin et al. 2001) 
und Camptothecinbehandlung (Furuta et al. 2003), Laser-Bestrahlung (Rogakou et al. 1999), 
VDJ-Rekombination (Chen et al. 2000), Immuglobuline class switching (Petersen et al. 
2001), Apoptosis (Rogakou et al. 2000) und retroviraler Integration (Daniel et al. 2004) detek-
tiert.  
Zweidimensionale Gelanalysen der Histone zeigten, dass γH2AX 3 min nach Bestrahlung 
detektiert werden kann, wobei die Menge erst zwischen 10 und 30 min ihr Maximum erreicht. 
Die Entstehung von γH2AX ist proportional zur Dosis (Rogakou et al. 1998). Die Foci von 
γH2AX wurden 3 min nach Bestrahlung proportional zu entstandenen DSBs detektiert (Roga-
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kou et al. 1999). Dabei wird beschrieben, dass nach DSB-Induktion der MRN-Komplex 
(Mre11, Rad50 und NBS1) an die durchtrennten DNA-Enden bindet und ATM, ATR 
und/oder DNA-PK rekrutiert, was in der Phosphorylierung von H2AX resultiert (Petrini und 
Stracker 2003).  
Obwohl γH2AX zu den am meisten untersuchten Histonmodifikationen in der 
DNA-DSB-Antwort gehört, ist es immer noch unklar, welche Funktion diese Histonmodifika-
tion übernimmt. Es werden mehrer Möglichkeiten postuliert: (1) Eine Funktion als Andock-
stelle für Reparaturkomplexe ergibt sich aus der Tatsache, dass, obwohl γH2AX nicht erfor-
derlich für die initiale Erkennung von DSBs ist (Celeste et al. 2003), ist es essentiell für die 
Stabilität und Stuktur der mikroskopisch sichtbaren Akkumulationen von Reparatur- und 
Signallingproteinen an DNA-Doppelstrangbruchstellen (Paull et al. 2000, Bassing et al. 2002, 
Celeste et al 2002). (2) Eine Funktion im Zusammenhalten der getrennten DNA-Enden, um 
falsches Verknüpfen der Enden zu verhindern wird postuliert, und somit die Bedeutung von 
γH2AX für die genomische Integrität und Stabilität (Bassing et al. 2002). In den γH2AX-
defizienten Zellen oder Zellen mit der H2AX-S139A-Mutation wurde eine erhöhte Empfind-
lichkeit gegenüber ionisierenden Bestrahlung und Camptothecin sowie genomische Instabili-
tät beobachtet (Celeste et al. 2002, Bassing et al. 2002). Allerdings verursachte das Fehlen der 
H2AX-Phosphorylierung eine moderate Sensitivität gegenüber DNA-Schäden im Vergleich 
zu Zellen die Mutationen in Proteinen der Checkpointkontrolle haben oder in denen sie ganz 
fehlen (Bassing et al. 2002, Nakamura et al. 2004). (3). Der Einfluss der Phosphorylierung 
von H2AX auf die Chromatinstruktur in Säugerzellen ist unklar. Allerdings wurde sie in Hefe 
mit einer erhöhten Chromatinrelaxation in Verbindung gebracht (Downs et al. 2000). Im Ge-
gensatz dazu soll H2AX in Maus erforderlich für die Chromatinkondensation und transkripti-
onelle Inaktivierung vom männlichen X-Chromosom während der Spermatogenense sein 
(Fernandez-Capetillo et al. 2003). Dass die Phosphorylierung von H2AX mit weiteren Pro-
zessen, die sich auf die Chromatinstruktur auswirken, im Zusammenhang stehen kann, zeigen 
neueste Untersuchungen zum Abbau von γH2AX, der neben der Dephosphorylierung (Keogh 
et al. 2006) postuliert wird. Mit der ubiquitin-abhängigen Entfernung von γH2AX wird ein 
Einfluss auf die Chromatinstruktur angenommen (Bergink et al. 2006, Ikura et al. 2007).  
 
1.8 Das Tumorsupressor-Protein p53 und DNA-Reparatur 
In der Diplomarbeit wurde von mir die Lokalisation des Tumorsupressor-Proteins p53 (TP53 
oder p53) nach Bestrahlung untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass p53 direkt an strahlenindu-
zierten DNA-Schadenstellen akkumuliert und fokale Strukturen bildet. Die Akkumulation von 
p53 an Schadenstellen erfolgte mit einer zeitlichen Verzögerung im Vergleich zum DSB-
Marker γH2AX und anderen Reparaturproteinen. Aufgrund der langen Persistenz an nicht 
reparierten DSBs wurde eine Funktion von p53 in Verbindung mit den irreparablen DNA-
Läsionen postuliert. In der vorliegenden Arbeit sollte die weitere Charakterisierung der p53-
Bindung an DSBs untersucht werden.  
Das p53-Protein wurde aufgrund seiner Eigenschaft, Tumorbildung zu unterdrücken als 
„Wächter des Genoms“ bezeichnet und spielt eine kritische Rolle in der Erhaltung der Integri-
tät des Genoms. Besonders deutlich macht das die Tatsache, dass in >50% der menschlichen 
Tumore ein verändertes p53 vorliegt (Crawford, 1983, Harris 1993, Levine 1997). Das 
p53-Protein agiert primär als Transkriptionsfaktor und kann verschiedene zelluläre Prozesse 
durch Aktivierung oder Repression der Transkription vieler Gene vermitteln, deren Produkte 
in Zellzyklusregulation, DNA-Reparatur und programmierten Zelltod involviert sind (El-
Deiry, 1998, Zhao et al. 2000, Vogelstein et al. 2000). Die Aktivierung von p53 kann unter 
anderem auf folgenden gut untersuchten Wegen erfolgen: 1. nach DNA-Zerstörung durch 
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ionisierende Strahlung wird p53 von der Proteinkinase ATM aktiviert, indem es an Serin 15 
phosophoryliert wird; 2. nach aberranten Wachstumssignalen, die aus der Expression der On-
kogenen Ras oder Myc resultierten, wird p53 von p14ARF aktiviert; 3. über die Proteinkina-
sen ATR (Ataxia telangiectasia related) und Caseinkinase II nach Behandlung der Zellen mit 
UV-Licht, Chemotherapeutika und Protein-Kinase-Inhibitoren. Dieser Weg ist ATM- und 
p14ARF- unabhängig. Alle diese Wege inhibieren den Ubiquitin-vermittelten Abbau von 
TP53 (Übersichtsartikel: Vogelstein et al., 2000). Als Tetramer aktiv, bindet p53 mit hoher 
Affinität an die DNA oder andere Proteine. Dabei kann es strukturell und funktionell in fünf 
Regionen eingeteilt werden: N-terminale Transaktivierungsdomäne, prolinreiche Domäne, 
hydrophobe DNA-Bindedomäne, Oligomerisierungsdomäne und basische C-terminale Do-
mäne (Übersichtsartikel: Vogelstein et al., 2000). Die Aktivierung der p53 abhängigen Gene 
erfolgt über eine sequenzspezifische DNA-Bindung. Allerdings kann p53 auch unspezifisch 
an DNA-Fragmente binden, die für geschädigte, sowie durch die Reparaturmachinerie prozes-
sierte DNA, charakteristisch sind. So interagiert p53 mit kurzer Einzelstrang-DNA (ssDNA) 
(Bakalkin et al., 1994), Doppelstrang-DNA mit glatten oder überhängenden Enden (Reed et 
al., 1995) und DNA mit Nukleotid-Schleifen (Szak et al., 1999). Diese unspezifische DNA-
Bindung von TP53 wurde der C-terminalen Domäne zugeschrieben, wobei die Bindung von 
ssDNA durch die C-terminale Domäne und von dsDNA durch die zentrale DNA-
Bindedomäne diskutiert wird (Liu und Kulesz-Martin, 2001). Auch die Bindung von p53 an 
die nukleäre Matrix mit steigender Affinität nach genotoxischem Stress und im Zusammen-
hang mit der Reparatur der DNA-Strukturen höherer Ordnung wurde beschrieben (Jiang et al. 
2001, Aranda-Anzaldo et al. 1999). Die enge Verbindung von p53 mit den DNA-
Reparaturvorgängen wird durch seine 3'-5'-Exonukleaseaktivität (Mummenbrauer et al. 1996, 
Skalski et al. 2000) und die intrinsische Histonacetyltransferase-Funktion, die mit der globa-
len Chromatinrelaxation nach UV-Bestrahlung korreliert wird (Rubbi und Millner 2003), pos-
tuliert. 
Das p53-Protein ist direkt oder indirekt in alle bekannten DNA-Reparaturwege involviert 
(Sengupta und Harris 2005). Diese vielfältige Interaktionsfähigkeit verdeutlicht die überge-
ordnete Rolle von p53 in der Zelle. Auf einer Seite kann das durch DNA-Schäden aktivierte 
p53 als spezifischer Transkriptionsfaktor den Zellzyklus und DNA-Reparatur beeinflussen, 
und auf der anderen Seite hat es das Potential, direkt mit Proteinen, sowie verschiedenen 
DNA-Strukturen, die in allen bekannten DNA-Reparaturwegen vorkommen, zu interagieren. 
Diese Eigenschaften prädisponieren das p53-Protein zu einer Funktion als Knotenpunkt zwi-
schen der DNA-Reparatur und der Zellzyklusregulation. 
 
 
Zielsetzung   
 




Ziel der Therapie mit ionisierender Strahlung ist die Abtötung aller Tumorzellen bei gleich-
zeitiger minimaler Belastung des gesunden Gewebes. Die erfolgreiche Anwendung der 
Schwerionenbestrahlung in der Tumortherapie wurde in den letzten Jahren in klinischen Stu-
dien gezeigt (Schulz-Ertner et al. 2004, Tsujii et al. 2007). Die verwendeten Kohlenstoffionen 
zeigen im Tumorbereich, neben der Dosiskonformität, ein reduziertes Überleben der Zellen 
im Vergleich zu Photonen und somit eine erhöhte biologische Wirksamkeit. Das reduzierte 
Zellüberleben (Weyrather et al. 1999) und verminderte Reparierbarkeit der DNA-
Doppelstrangbrüche (Heilmann et al. 1996) im Tumorbereich führen zu der Schlussfolgerung, 
dass der Erfolg der Schwerionen-Therapie auf Unterschieden in der Qualität und Reparierbar-
keit der induzierten DNA-Läsionen beruht. Unter diesen Läsionen ist der DNA-
Doppelstrangbruch der schwerwiegendste Schaden. Dieser Schaden und vor allem nach einer 
langen Reparaturzeit verbleibende DNA-DSBs sollten im Focus dieser Arbeit stehen. Die 
Detektion der DNA-DSBs sollte durch die immunzytochemische Markierung der phosphory-
lierten Form des Histons H2AX (γH2AX) erfolgen. Die Phosphorylierung von H2AX findet 
in wenigen Minuten nach Induktion des DSBs in einer Region von mehreren Hundert bp um 
den DSB statt und ist mikroskopisch als fokale Struktur sichtbar (Rogakou et al. 1998, Sedel-
nikova et al. 2002).  
Das erste Ziel der Arbeit umfasste die Etablierung einer objektiven, personenunabhängigen, 
Software-basierten Auswerte-Prozedur zur Quantifizierung der Fluoreszenz-Signale von 
γH2AX, um die Erfassung der Effekte von Ionen- und Röntgenstrahlung in einzelnen Zellker-
nen unter den Aspekten der Foci-Anzahl, -Größe und -Intensität durchzuführen.  
Der zweite Teil dieser Arbeit widmete sich der Untersuchung der zellulären Reparaturprozes-
se mit Hilfe der etablierten Methode zur Quantifizierung der γH2AX-Signale unter Bedingun-
gen, welche die Bestrahlung eines Patienten mit Kohlenstoffionen simulieren. Das Tiefendo-
sisprofil des eindringenden Kohlenstoffstrahls entsprach dem im Gewebe des Patienten wäh-
rend der Therapie auftretenden Profil sowohl im Eingangskanal (gesundes Gewebe), als auch 
im ausgedehnten Bragg-Peak (Tumorvolumen). Der Schwerpunkt lag auf der Erfassung der 
Unterschiede in den verbleibenden, nicht reparablen DNA-Läsionen, die mit der Wirksamkeit 
der Kohlenstoffionen in Zusammenhang gebracht werden und zur Einschätzung der Spätef-
fekte beitragen können. 
Durch die hohe lokale Dosisdeposition von Ionen am Ende ihrer Spur geht man von der In-
duktion kummulierter, komplexer DNA-Läsionen aus. Der dritte Abschnitt der Arbeit kon-
zentrierte sich auf die Wirkung von DNA-Läsionen, die durch sehr schwere Ionen lokal im 
Zellkern induziert werden. Neben der Charakterisierung der γH2AX-Signale sollte die Lokali-
sation und das Verhalten dieser Läsionen innerhalb des Chromatins erfolgen. Hierzu sollte die 
Analyse der Chromatindichte und Beobachtung von lebenden Zellen herangezogen werden.  
Der letzte Schwerpunkt lag auf der weiteren Untersuchung der in der Diplomarbeit (Immun-
zytochemische Charakterisierung der subnukleären TP53-Lokalisierung, Yvonne E. Schwein-
furth geb. Borgiel) beobachteten Akkumulation und Persistenz des p53 Proteins an Stellen der 
DNA-Läsionen. Dadurch wurde eine neue Funktion von p53 direkt an DSBs angedeutet. In 
der vorliegenden Arbeit sollte die postulierte direkte Bindung an DNA-Schadenstellen gezeigt 
und die Beteiligung von p53 näher analysiert werden.  
 
 
